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イ ン タ ー フ ェ ロ ン (肝) は , ウ ィ ル ス 感染初期 に 宿
主 を防禦す る物質 : 即 ち . 宿主 に 作用し て R N A お よ
び D N Aウ ィ ル ス 増撞の み を特異的 に 抑制す る も の と
さ れて い る . そ の 作用機作 は , ウ ィ ル ス の 細胞 へ の 吸
着 . 侵入, 細胞 内で の u n c o ating , ウ ィ ル ス粒子 の 成
熟 , 細胞外 へ の 放 出 に は 影響 を 及 ぼ さ な い こ と か
ら , R N A, D NA ウ ィ ル ス の 両方 の gr o wth cycle に
共通 な段階で あ る ウ ィ ル ス ･ ゲ ノ ム の 翻訳を 阻害 して
い る こ と が 示唆さ れ て い る1卜4I
しか しな が ら ,か か るIFの ウ ィ ル ス 増殖侍異的抑制
作用以外に . 宿主細胞機能 に も影響 を与え る生物学的
活性が 2, 3 知られ て い る5 卜9I. 中で もIFの 抗腫瘍性 に
つ い て は, ウ ィ ル ス に よ る tr a n sfo r m atio nを 阻害す
る報告 川 や , 化学発癌剤に よ る発癌 を抑制し た と い う
報告川 もあ り , 注目を 集め て い る .
D N A型腫瘍 ウ ィ ル ス : S V40 に 関 し て , IF前 処
理 細胞 に お い て は , T(Tu m o r巨 . V(Vir u s) 一 抗原
合成 と 感染性 ウ ィ ル ス 産 生 が 抑制 さ れ , 細 胞 の
tra n sfo r m atio n も阻止さ れ る が , 細 胞 が S V 40 で
tra n sfo r m さ れ た後で は , T 一抗原の 合成に 対し て
IF は全く 影響し な い と い う (0Ⅹ m an ら)12卜 刷
他方 , R N A型腫瘍 ウ ィ ル ス に 対する IFの 効果は ,
外因性 マ ウ ス 白血病 ウ ィ ル ス(M uL V)の in vitr oの 感
染
.5卜 川
, お よ び 内因性 MuL Vの 持 続 的産 生
. 8}
と
Iodode o xyu ridin e
19)等に よ る誘発 に つ い て 調 べ ら
れ て い る . しか し . こ れ らの 系に お い て , IF は一 過 性
に 細胞外 へ の C 型 RN Aウ ィ ル ス の 誘 出 を 抑制 す る
が , 内因性 ウ ィ ル ス粒子産生 に は著効を示さ な い とさ
れ て い る .
著者ら は20I. 従来, こ の IF抗腫瘍性の 機構を明ら か
に す べ く検討 を加えて きた が . 更に , 著者が 長期継代
培養 に より 得 た自然 が ん 化マ ウ ス 肉腫細胞 に つ い て実
験 を行 な っ た . 即 ち , こ の 細 胞 か ら の 内 因性 C型
O n C O r n aウ ィ ル ス の 自発的産生 に 対する IFの 効果.
及 び , こ の 細 胞の 増殖 に 対す る IF作用 に つ い て も検
討 を行 ない , そ れ ら の 機構 を通 じて IFの 抗腫瘍性につ
い て 考察を 試み た .
材料 及 び 方 法
Ⅰ. 使用細胞
L細胞(C3 H/He マ ウ ス , 正常皮下結合組織由来樹立
化細胞) は 5% 仔牛血清加Eagle
-
s M E M(日 水製)に
より 単層培養 を行な っ た . マ ウ ス 胎児細胞 (M E) は
d dy 系 , NI H･Swis s系, 及 び B A L B/C 系各妊娠マ ウ
ス 14～ 15日令の 胎 児を無菌的 に 取り 出し , トリ プ シ
ン で 消化 した の ち . 10 %仔牛血清加 Eagle
,
s M E Mで
単層 培養さ れ た . こ の う ち d dy M E は絶代をく り かえ
し . 後述 の ごと く樹立化細胞(M C)が 得 られ た . NIH･
Swis sM E及 びB A LB/C M E は, 2 ～ 3 代目の 細胞 を
実験 に 用 い た .
X C細胞 は 10% 仔牛血清加 Eagle
l
s M E Mに よ っ て
単層培養 を 行 な っ た . こ の 細 胞 は Ro us Sa rc o m a
Vir u sの pragu e株 を ウ ィ ス タ , ラ ッ ト に 接種 し .
成さ れ た腫瘍か ら樹立 さ れ . Ro u sSa r c o m a viru s
の ゲ ノ ム を持 っ が , 感染 性 ウ ィ ル ス は産 生さ れ ない2
-)
マ ウ ス白血病 ウ ィ ル ス(MuL V)に 感染し た細胞と混合
培養 す ると 多核巨細胞 を形成 し . MuL V感 染細胞 の
同定検出に 用 い ら れ た22｣.
Ⅲ . ウ ィ ル ス
Ne w c a stle dis e a s e vir u s(N D V) : 宮 寺株 は 10
日今 の 発育鶏胎児 に 接種 し , 2 日後に 欒尿液を採取
遠 心上清 (3000rpm . 20分) を ウ ィ ル ス 液と し て
Effects ofInterfe ron o nSpo nta n e o u sTra n sfo r m ed Sar c o m a cells and its Endogen ou s
C-ty pe Onc orn aVir us. TadayoshiShibata, Os aka Pr efe ctu ralIn stitu e ofPublic Health.
マ ウ ス 内因性 C型 ウイ ル ス ヘ の イ ン タ ー フ ェ ロ ソ 作用
70
0
c に 保存し た .
Ve sic ula rSto m atitis Viru s(V S V): Indiana 株
はL細胞の 単層培養に 接種し . 37
0
c , 24時間増殖後 ,
培養液の 遠尤､上清 (3000rpm , 20分) を ウ ィ ル ス液 と
Lて N DV と同 じく - 70
0
c に 保存 し た .
マ ウ ス 白血病 ウ ィ ル ス(MuL V)は M C細胞産生 ウ ィ
ル ス を精製濃縮 ( 後述)し て 剛 ､ た . MuL Vの 抗原性
分析は通常の ゲ ル 内 沈際反応 を用 い . 抗 Molo n ey
vir u s及 び抗 Rau s che r vir u s家 兎抗血清 は Virgo
Reage nt製 を使用し た .
Ⅲ . I F租材料の 調製
L細胞の 単層 培養5 ～ 6 日目 に . N D V をm oi l O
- 100で接種し , 室温 ま た は370c で 60分間吸着後 .
ウ ィ ル ス 液 を 除 き , 血 清 不含 Eagle
t
s M E Mを 加
え , 37
0
c で 1 8時間培養 を行な っ た . そ の 後, 培養液を
集め t 型どお り に 酸処理 を行なう ため に . 1 N塩 酸 で
pI12に して 4
0
c で 2 ～ 3 日間放乱 1N 苛性 ソ ー ダ で
中和し . 低速遠心 で 細胞残痕を除 い た . こ の 上清を 部
分精製の 出発材料 と し た .
Ⅳ . 正 常細胞培養液の粗材料の 調 製
IF粗材料の 調製法 に 準 じて L 細胞 に N D V を接種
せずに血清不含Eagle
l
s M E Mを加え , 37
0
c で 一 夜培
養した ･ こ の 培養液 を集 め † 同様 に遠心､及び pH2 処理
と中和の 操作を行 っ て IF対照粗材料と し た .
Ⅳ . IF の部分精製
IF粗材料に 55 %飽和 に な る よう に 硫 酸ア ン モ ニ ウ
ム を加え , 氷水中で 1 ～ 2 時間撹拝し , 生 じ た沈澱を
8,000rpm , 30 分の 遠心で 集めた . さ ら に そ の 上清 に
80 %飽和 に 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム を加え , 同様 の 操作で 生
じた沈毅を遠心 で 集め た . こ れ らの 沈洩 を 0,01 M リン
酸緩衝液 (PB S) pH7.1 で . 出 発材料 の 1/lOO～
1ノ200容 に な る よう 溶解し , 続い て 0.01 MP B Sで 透
析後 , 105,000×g, 60分間. 超遠心を行 な っ た . こ の 硫
酸ア ン モ ニ ウ ム 5 5～ 80 % 画分の 超遠心上宿を部分精
馴 F と し て■････■･700c に 保存 L , 以 後 の 実験 に 用い た .
Ⅵ . IF の定量 法
単層培養L細胞 ( シャ ー レ . 楼 5(〕nl m) に 2 格段階稀
釈し た 膵 試料 1 山を 加 え , 炭 酸 ガ ス 培 養 器 に
て I 3㍗C, 18時間培養後 , P BSで 2 ～ 3 垣】洗 い 残存
IFを除き . シ ャ p レ あ たり 100～ 20仇〕fu の V S Vを
接種した . 37( コC. 60分 間 吸 着 後 t 5n-Jの 寒天培地(1
%寒天 を含む 5 % 仔牛血清加 Eagle
.
s M E M)を 重層 し
た ･ 37
0
c . 48時間培養後 , 0 .03% ニ ェ ー ト う ル レ ッ
ドに て 細胞を 染色し , プ ラ ー ク数 をよ ん だ . V S Vの プ
ラ ー ク を 50% 減少さ せ るIFの 濃度を 1.U/ m== し た .
ま た. 別の 方法 と して , L細胞 を マ イ ク ロ プ レ ー ト
637
(フ ァ ル コ ン 社製) に 培養 し , 肝 試料の 2倍段階稀釈
0･ユ mエを 各 W ellに 加 え た . 炭 酸 ガ ス 培 養 器 に
て ･ 37
0
c. 18時間培養し . PB S で 2～ 3匝1洗い IF を
除き ･ 各 Wellあ た り 10 T C I D50 の VSV を 接種 L
た ･ 37
0
c , 60 分 間吸着後 , 0 .1 血の 5 % 仔血清 加
Eagle
'
s M E M を加 え , 37
O
c . 48時 間培養後 の C P E
(細胞変性効果) を観察 し た . こ の 場合 は , V S Vの
C P E を50 %抑制す るIFの 濃度を 1U/ n== し た .
IF 価 は ウ ィ ル ス に よ っ て IF感受性に 差が あ り , 用
い る細胞に よ っ て も . ま た定量法 に よ っ て も感度 が異
な る の で , 他 と比較す る場合に は . 国際単位で 表現す
る 必 要 が あ る . 国 際 基 準 マ ウ ス IF(Re s e a r ch
Refe r e n ce Re age ntBr a n ch, Natio nal In stitute of
Alle rg y a nd Infectio u sD is e a s e, Bethesda. M D.
U S A) を標準試料と し て . 上記の 定量法で 比較検定 し
て , IFの 単位を 示し た .
か く て , 部分精製IF試料は 2.0 × 105u/ 汀lまで ,
m g 蛋白質 あ たり の 比活性 は2.4 × 105リノm g 嘉 白質
で あ っ た .
Ⅶ . 染色体標本作製法
細胞 ( L Ox lO5c el レmJ) は 10 %仔 牛血 清 加
Eagle
-
s M E Mで カ バ ー グ ラ ス 入 シ ャ ー レ( 径50m m)
に て 24～ 48時間培養した . コ ル ヒ チ ン を 最 終濃度
10
~ 6
M 含 む よ う に 加 え て , 3 時 間培養後 . 0.075 M
K Clで 15 ～ 20分間, 低張処理 を行な っ た . そ の 後 , メ
タノ ー ル ｡ 酢酸 ( 3: 1) の 混合液に て 細胞を固定 ,
乾燥 し , 10 % ギム ザ液 に て 染色 , 水洗 . 乾燥 の の ち ,
カ ナ ダ バ ル サ ム に て 封入し , 鏡検し た .
Ⅷ . T R A N S F O R M ATION の測定法
1, 腫瘍形成
d d)r M Eは約20代継代培養を行な っ た時期に . 同系
統の 哺乳 マ ウ ス の 背部皮下に 1.0 × 川6 c ell/m o u s e
移植さ れ た . 腫瘍を形成 した マ ウ ス か ら腫瘍を無菌的
に 採り 出し , そ の 組織片を哺乳 マ ウ ス に 移植継代 をし
た . 腫瘍組織の 一 部は病理 学的観察を行う とと も に ,
組織 培養さ れ た .
2) 炊寒天法㍑
細胞 の コ ロ ニ ー 形成能を 炊寒天中で 測定す る た め に
次の よ う に 行な っ た . シ ャ ー レ (径501Tlfn) に 最終濃
度1 %の 寒天含有20% 仔牛血清加 Eagle
l
s M E M培
地を 5ロl⊥入れ 凝固させ , そ の 後 , 100～ 200個 の 細 胞
を寒天培地上に 充分 に 拡 散す るよ う に 植え込 む , その
上に 0.33% 寒天培地を 5 m∠重層し 凝固 さ せ て , 5 %
炭酸 ガ ス 培養 器に て:〕㍗c で 2 ～ 3 週間培養し た ,
Ⅸ . IF によ る細胞増殖抑制効果の測定法
Ⅰ) 単層培養法2412 5I
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細胞 を 一 定の 密度で 5 % 仔牛血清加 Eagle
l
s M E M
に 浮遊 し , 2雨 づ っ シ ャ ー レ( 径20m m)に 分注 , 5 %
炭 酸 ガ ス培養( 37
0
c ) を行 な っ た . IF は分往時 に 一 定
量加 え た . 一 定時間培養後 . ト リ プ シ ン を用 い て 単個
の 細胞 に L . ト リ ノ ヾ ン ブ ル ー 染色を し て 細胞数 を血球
計算盤 に て 数え た ,
2 )炊寒天法
王F に よる 炊寒天中で の コ ロ ニ ー 形成 の 抑 制効果 は
Gr e s s e rらの 方法26厄 準L; て測定 し た . IF又 は 正常
細胞培養液(IF 対照)を適当な濃度 に 含 む よう に 20 %
仔牛血清加 Eagle
.
s M E M寒天 培地 に 加 え . 前 述 の ご
とく , 細胞を 軟寒天内で 2 ～ 3週 間培養 し , コ ロ ニ ー
数を数え た . コ ロ ニ ー 形成の 抑制率 は対興と IF処理 群
と比較 して 求め た . IFの 力価 は ウ ィ ル ス 増 殖 抑制単
位 (V S V50 %プ ラ ー ク 減少) で 表わ し た .
X ･ M C細胞内困性 C型ウ ィ ル ス の検出法
1 )超遠心分析法27】
細胞 は 30× 105c eI レmlの 5m ほ プ ラ ス チ ッ ク シ ャ
ー レ (径 50rnm 豊 島 製) に 培養 し た . 3H- Uridin e
(20/J Ci/fnL) を含む 10 %仔 牛血清加 Eagle
'
s M E Mに
置き 換え て 18時間培養 (ラ ベ ル) を行 い . 培養上清 の
肌 000rpnl, 10分 , 4
0
c 遠心 . 上清 を集め た . こ の 上
清 を T N E(0.01 M Tris ･ H C l, PH 8.3, 0 .1 5 M NaCl,
0.005 M E D T A) 緩衝液で 作製 し た庶糖密度勾配 (15
～ 60%)上に 重層 し , 26.00rpm 3.5時間 , 4
0
c で
S W40ロ ー タ ー を用い て 超遠心 (日立製 40p) 行な っ
た . 遠心後. 分画を 行い , 10% trichlo r o a c etic a cid




に と り , 5% T C Aで 数 回洗 い . 乾燥さ せ た . こ
の filteI･ を Sa mple Solubiliz e r(Solu e n e蘭 paka rd
製) で 溶解 . ト ル エ ン ･ シ ン チ レ ー シ ョ ン 液を 加え .
シ ン チ レ ー シ ョ ン ･ カ ウ ン タ ー (Paka rd 製)で 測定 し
た .
2 ) Mix ed c ultu r e cytopathoge nicity(X C･te St)
tく1e m e ntら の 方法22Iに 従 っ て , プ ラ ス チ ッ ク ｡ シ ャ
レ ー (径 50m m) に 3.0 × 105 個 の N IH-Swis s.
B A L王∋/C M E をそ れ ぞ れに 培 養し , M Cの MuL V(後
述) を接 種 し た . MuL V の 接 種 前 に 5JJg/ mLの
polybr e n担8一に て 細胞 を 18時間処理 し た . 培 養は炭
酸 ガス 培養器, 37
0
c で 行い , 培養液を 過 2 回交換 し
た . MuL V接種後 . 14～ 2Ⅰ 日日 に 培養細胞 を ピ ペ ッ
トで 苗状 に は が し, 2.O x lO5c eI レm£の X C細胞 を加
え . 混合培養約1週間の 典型的巨細胞出現 の 有無 を調
べ た .
Xl･ 逆 転 写 酵 素 (R N A depe nde nt I) N A
polym e r a se)活性の 測定
MC 細胞 培養上宿 は 仁 遠尤､ (10.000rp 肌 10分)に
よ っ て 細 胞 成分 を 除 き . さ ら に 25,00rpm , 40
分 t 4
0
c で 遠心を 行な っ た ･ 沈適は T N E緩衝液で懸濁
し . 庶糖密度勾配(15～ 60 %)に 重層し . S W40 ロ ー
タ ー に よ り 超遠心 (26･000rp 町 3 .5時間 . 4
0
c)を行
な っ た ･ 遠 心 後 , 密 度 1.16の 分 画 部分 を 採取
し ･ POl)rnl e r a S e活性 の 測定用精製 ウ ィ ル ス粒子とL
た .
酵素活性 の 測定 は Gre e nら の 方法
29Iに 準 じ て 行な
っ た ･ 精 製 ウ ィ ル ス 液 10〟L O.1 % Trito IlX･180
10〟L 蒸 潜水3地Jで 計 50山 と し , こ れ に 基質混合液
(1 M Tris -H C l. pH8.0. 80LL . 1 M d ithiothreito1
10iLl. 3 M NaC120LEL, 10m M d A T P 20FLL. 10mM
dcTP20〃l. 10m M d G T P 20LIL. 3H -d T T P (500LLCi/
ml)1l･4ci/
′
m m ole 400LLL. 1 M MgC1215FLl に 蒸溜水
41 5扉 を 加え全量 を 1,000〃′ に し た .) を 50扉 加え
て , 37
D
c で 反応 を開始 , 一 定の 時間を お き , 150〟′の
1 N P C A を添加後 , 急冷 (0
0
c), 反応 を止 める . これ
に 100LL の ウ シ胸腺 D N A(1m g/ mL)を キ ャ リ ヤ ー と
し て 加え よ く混合 し , 00c. 10分間静置 し たの ち20%
T C A を添加 し て , 0
0
c , 10分間静置 し た . 反応液を
mi11ipo r efilte r
､!∃､の 上 に 集め 10% T C Aで 洗浄偲曝
し た . こ の 鋸te rを s oIu e n e直
)-
e溶解後 , シ ン チ レ ー シ
ョ ン 液を加 え , 酸不溶画分 へ が H-d T T Pの と り 込み
を . シ ン チ レ ー シ ョ ン ｡ カ ウ ン タ ー で 測定し た .
IFの 影響 を調 べ る 場合は , 内在性 の te mplate を用
い る か わ り に , Spiegelm a nら の 方法301に 準L: て. 合
成 te mplate で あ る poly(rA)･ 0Iigo (d T) を 用い酵
素活性 を測定 した .
X Ⅲ. 電子顕微鏡写真
M C細胞 を ラ バ ー ポ リ ス マ ン で ガ ラ ス 面か ら 剥離
し . 800rp m . 10分 , 遠心を 行い , 5 %ダ ル ク ー ル ア ル
デ ヒ ド を含む P BS で . 4
0
c, 45分間固定を行な っ た .
そ の 後 , 固定さ れ た 細胞 を遠尤､で く り か え し洗浄した.
さ ら に . 2 % 四酸化 オ ス ミ ウ ム で 固定 , ア ル コー ル 脱
水 を 行い , エ ボ ン 樹脂に 包埋後 . 超 薄切片を作製し,
電子顕微鏡で 観察 し た .
X Ⅲ. 走 査電子顕微鏡写真
M C細胞 は カ バ ー グ ラ ス を入れ た シ ャ ー レ で 培 養を
行 な っ た . カ バ ー グ ラ ス を取り 出し P BSで 充分に 洗浄
を行 い . 5% ダル ク ー ル ア ル デ ヒ ドを 含む カ コ ジ ル 酸
緩衝液で 固定 . さ ら に オ ス ミ ウ ム 酸で 固定 を行 な っ た .
固定後 , ア セ ト ン 脱水 , 臨界点乾燥 , 蒸着宜 行 な っ て .
走 査型 電子顕微鑓 に て , M C細胞表面 を観察し た .
X Ⅳ. M C細胞内ウ ィ ル ス 粒子の 合成と そ の逆 転 写
酵素の測定
マ ウ ス 内因性C型 ウイ ル ス へ の イ ン タ ー フ ェ ロ ソ 作用
M C細胞 は,
3
H･ Uridin e(200JICi) で ラ ベ ル し た の
ち, 凍結 融解 を行 な い (5 ～ 6 回), 前 述 の ご と
く . 10.000rpm , 及 び 25･000rpm の 遠 心, X, ⅩⅠ と 同
じ庶糖蜜虔勾配法で 超遠心し た . そ こ で 得ら れ た密度
1.16 附近に認 め ら れ る放射活性 の 酸不溶性 R N A を
検討し . M C細胞抽出C型 ウ ィ ル ス と み な し た .
王F 処理細胞内 ウ ィ ル ス に つ い て は , 2,000 U/ m乙の
IF を M C細 胞培 養液 に 加 え 18時 間 培 養.
3H-
Uridin e(20LL Ci) を ラ ベ ル し て 上記の 方法 で 分析 し
た.
細胞内 ウ ィ ル ス 粒 子 の 逆転写酵素活性 の 測定 に
は, MC 細胞 を7 2時間培養後 , 凍結融解 し , そ の 上清
を庶糖密度勾配遠JL､した 各画分 に つ い て 酵素活性を測
定した . ま たIF処理 細胞は 2,000U /mエの IF を加 え
72時 間培 養 し た も の に つ い て 同 様 に 測 定 し
た . tem plate に は前述 の ご と く 合成 の poly(rA)･
0Iigo(d T)を 用い た .
図1. M C細胞(1 08代)
位相差顕微鏡写真 (× 100)
7 0 8 0 1 3 0 1d O
⊂ H RO 川 O S O M E N U 〟し8 E R
図2 . MC 細胞 ( 108代) の 染色体数
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結 果
Ⅰ. 自 然か ん化 マ ウ ス 肉腫細胞株 (M C) の樹立
d dy 系妊 娠 マ ウ ス の 約 15 日令の 胎児を無菌的 に 採
り 出し . 材料及 び方法 に 示すよう に , 全胎児細胞 を培
養し た . 単層 に 増殖後, ト リプ シ ン ｡ E D T A混合液を
用い て 細胞 を分散 し, 3 倍に 稀釈 し て 絶代 を行 な っ
た . 細胞の 増殖状態 に応 じて 過1 ～ 2 回の 頻度で 継代
培養を続け た と こ ろ . 20代目を過 ぎた 噴か ら 次第 に
細胞 の 配列が乱 れ , 接触 阻害が起らず 重層 を形成して
樹立化 に 至 っ た と考え ら れ . M C細 胞 と な づ け ら れ
た( 図1 ).
Ⅱ . M C細胞の染色体分析
M C細胞 の 染色体 は定法に 準 じ分析 した . 継 代 108
代目で 図2の よ う な 68に モ ー ドを示 した .正常 マ ウ ス
細胞の 染色体数は 2n = 40で , 全て が端部動原体型染












ご∴三二 二三こ千古蟄 腰 掛 甑 辱
靡
図3. MC 細胞と マ ウ ス 初代培養細胞の 染色体
a . M C寺田胞134代冒
b. d dy マ ウ ス 初代培養細胞 (2n = 40 )
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で は , 中部 動原体型(m eta c e ntric chr o m o s o m e) の
長 腕 を も っ 染色体 も 認 め ら れ , モ ー ド 及 び 核 型
(Ka ryotY Pe) の 上か ら も既 に 正常型 より ず れて 異型
化を示す に 至 っ て い た . ( 図3)
Ⅲ . T R A N S F O R M A TI O N の測定
1)in vivo 腫瘍形成能
M C細胞 を約20代継代後樹立化し た と 思 わ れ る 時
期 に 同系の d dy 系哺乳 マ ウ ス の 背部皮下 に , 一 匹 あ
たり 1.O x lO6 細胞 を接種 し た . そ の 結 果, は ぼ 10 %
に 移植後1週間で 触知で き る腰痛と な り , 以 後急速に
腫大 L た. こ の 腫瘍は病理組織学的検査の 結果, 線維
芽肉腫で あ っ た , こ の 肉腫は哺乳 マ ウ ス の 皮下移植で
継代 が可能で , マ ウ ス で 継代 さ れ た肉腫を組織培養 に
も ど すと , M C細胞と 同様な形態 お よ び性質の 細胞 と






























2)in vitr o コ ロ ニ ー 形成能
M C細胞の tr a n sfo r m atio nを in vitr oで 定量的に
測定す る ため に , 軟寒天培地で培養 を行 な っ た . 蓑1
に 示 し た よう に , M C細胞 は 40 %前後 の 効率 で コ ロ
ニ ー を形成 し た .
以 上の 結果か ら , M C細胞 は継代培養を重 ねる こと
に よ っ て 白 熱 こtra n sfo r m(が ん 化)し た細胞で ある .




u/ mL)を培養液 に 加え , MC 細胞を培
養 した結果, 図 4 に 示す よ う に , IFに よ っ て M C細胞
の 増殖 は約1/3 ～ 1/5抑制さ れ た .
IF が L細 胞 の 増殖 を抑 制す る こ と を Ka w ade
ら
24)




が 報告 して い る の
で , 著者もIFの 濃度 を変え て , そ の 効果を L細胞と
表1 軟寒 天培地 に お け るM C細胞の コ ロ ニ ー 形成
播 か れ た
細 胞 数
コ ロ ニ ー 形 成 数 ･ 平均 コ ロ キ ー 形成率(% )
Exp. 1 300 1 23, 1 36, 1 24, 131 42.8 .
Exp. 2 140
47, 6 7, 49
56, く軋 46
3 6. 3
2 イ る 8 10
図d. M C細胞 に 対す る イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 細 胞増
殖抑制効果
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図 5. イ ン タ ー フ ェ ロ ン 濃度と 細胞増殖抑制効果
(イ ン タ ー フ ェ ロ ン 存在下で 4 日間単層培養し たの
ち の 細胞数 を示す .)
マ ウ ス 内因性 C型 ウイ ル ス へ の イ ン タ ー フ ェ ロ ソ作用
M C細胞に つ い て 比較検討 した . 図 5に 示す よ う に IF
の 濃度 に 依存 して . こ れ ら両細胞 は何れも増殖が抑制
された .
2 )軟寒天法
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図 6. M C細胞 の コ ロ ニ ー 形成 に 対す るイ ン タ ー フ
ェ ロ ン の 抑制効果
(対照を 100 と し た時の . 炊寒天培地で の コ ロ ニ
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図7. 庶糖密度勾配遠心法に よる M C細胞産生 ウ ィ
ル ス 粒子 の 分析
･ M C細胞培養上宿
O イ ン タ ー フ ェ ロ ン (200u nits/ lnL)処理 MC細
胞の 培養上宿
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た .種 々 の 濃度 に 1Fを含 む軟寒天培地内に お け る M C
細胞 の コ ロ ニ ー 形成 は, 図6 に 示した . IFの 濃度 に 依
存し て コ ロ ニ ー 形成 は抑制さ れ , 800 ～ 1.帥OU/ m上の
1Fで 50% の 抑制が 認め られ た .
V
. M C細胞 の内因性C型ウ ィ ル ス 検出
MC 細胞 に3H- Uridin e(20FLCi/ mL)を 18時間 ラ ベ ル
して 培養上宿中に 産生さ れ る ウ ィ ル ス粒子を RN A腫
瘍 ウ ィ ル ス の 検 出に 用い ら れる 条件 の 下で t 庶糖密度
勾配遠JL､法を用 い て 分析し た . M C細胞か ら産生 さ れ
る ラ ベ ル さ れ た ウ ィ ル ス粒子 は 1.16g/C m3 附 近 に 密
度 を も つ も の で あ っ た . こ の ウ ィ ル ス 拉 子 は
3
H -
u rid 血e の 取り込 みと 密度か ら . 自発的に 産生さ れ る
C 型 ウ ィ ル ス の 一 種で あ ると 考え られ た . (図 7)
M C細胞の 電子顕微鏡に よ る観察の 結果 , 図 8 に 示
す よう に , MC細胞 の 細胞膜面か ら 出芽し て い る 典型
的 なC 型 ウ ィ ル ス 像を 認 め た .
Ⅵ . ウ ィ ル ス 粒 子 の R N A depe nde nt D N A
polym e r a s e活性
マ ウ ス 細胞産生 C 型 ウ ィ ル ス粒子 に は 逆転写酵素
が存在して い る こ と はよ く知 られ て い る . M C細 胞産
生 ウ ィ ル ス 粒子内に こ の 活性が 存在す るか どう か を測
定す る た め に , 培養上清申の ウ ィ ル ス粒子を濃縮 し ,
さ らに 庶糖密度勾配遠心､法に より 精製 を行な っ た . こ
の 精製 ウ ィ ル ス 液を Trito n X¶100で 処理 を行 い ,
ウ ィ ル ス粒子内の R N A を鋳型と し て 基質混合液 と 反
応さ せ た . 反 応 は37
0
c, 45分まで 行い . 酸 不溶画分 へ
a)
3
トトd T T Pの と り込 みで 酵素活性を測定し た . 図9 に
示すよ う に , 反応時間45分ま で 反応は直線的に 進行 し
た . こ の 結果か ら . MC 細胞が産生す る R N A型 ウ ィ ル
ス は , 逆転写酵素をもっ マ ウ ス R NA 腫瘍 ウ ィ ル ス の
一 種で あ る こ と が 推定さ れた .
Ⅶ . 几I C細胞 産生 ウ イ ル ス 粒子 の 同定と 感染性
図 8. M C細胞の C 型 ウ ィ ル ス粒子
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1) mix ed c ultu r e cytopathoge nicity(X C-te St)
M C細胞 と ⅩC細胞 の 混合培養を行な っ た と こ ろ .
図 10の よ う な多核巨細胞 の 形成 が 認 め ら れ た . M C
細胞の 継代数 に 関係なく 常 に 多核巨細胞 は形成さ れ る
の で
, ウ ィ ル ス粒子が持続的 に 産生 さ れ て い る こ と を
示 し , こ の ウ ィ ル ス は MuL Vで あ る こ とが 解 っ た .
2) M C細胞の 内因性 C型 ウ ィ ル ス の 宿主域と抗原
性
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図9. M C細 胞産生 ウ ィ ル ス 粒子 の 逆転写酵素活性
蛋白濃度 : 2.5〟g Vir alpr otein/0.1 mL




･ B - ･ N B-tr Opic に 分類さ れ る32). M C細胞 が産
生す る内因性 MuL V が どの よう な指向性 を 持 っ て い
るか を調 べ た ･ N IH･Swis s
,
B A L B/C ME に 種 々 の 濃
度 の ウ ィ ル ス 液 (M C細胞培養上清) を感染さ せ た後
に ･ X C細胞 を加え . 多核 巨細胞の 形成 を観察し た .蓑
2 に 示す よう に . こ の ウ ィ ル ス は NI H･Swis sM Eで よ
り良 く増殖する , い わ ゆ る N- tr OPic MuLV で あ っ
た .
M uL Vの 血清学的分類は未だ詳し く は 行 わ れ て い
な い が . 動物 に 感染さ せ て 得 られ る 白血病細胞の 抗原
性 か ら . Gr o ss-A K R グル ー プ と Frie nd-Molo n ey･
Ra u s che r(F M R) グル ー プ の 2 っ に 分 け ら れ て い
る33,. M C細胞か ら産生さ れ る MuL V を精製濃縮( 抗
原 と し て の 蛋白濃度 : 2.5FLg Vir alprotein/0.1mL)
し て , 抗 Molo n ey 及 び 抗 Ra u s che r血清 と の 問 で ゲ
ル 内沈降反応 を行 な っ た と こ ろ . F M Rグ ル ー プ の
M olon ey M uLV に 抗原性が近 い こ とが 解 っ た ( 図
11).
図10. M C細胞 と XC 細胞 の 混合培養 に よる多核巨
細胞 (× 100)
表 2 M C細胞 内因 性 C 型 ウイ ル ス の 宿 主指向性
宿 主 細 胞
感 染 価 * *
( T CI D 50/ 0. 2 ml)
M C細胞培養上宿
NI H-S W IS S* 1 0:〕･5




NI HTS W I S S鶉fl胞
培養 上宿
B A L B / C 陰 性
B A L B/c 細胞
培養土清
NI H-S WIS S 陰 性
* NI H- S W IS S, B A L B/c 細胞 ほ, 10 日令の 胎 児 の 初代培養細胞
* * ⅩC 細胞= 1. 0×106個) を ウイ ル ス 感染後, 14日 以 後に 加え, 多核 巨細胞
の 出現 を も っ て 感染価 と した .
マ ウ ス 内因性 C型 ウイ ル ス へ の イ ン タ ー フ ェ ロ ソ 作用
Ⅷ. M C細胞内因性 C型ウ ィ ル ス 細胞外産生放出 に
対するIF の効果
M C細胞 を単 層培 養 し , 培 養 液 の み ( 対照)
と , 200u/ m上の IF を含む培養液に それ ぞ れ 置換 し ･ さ
ら に18時間処 理 を行 な っ た . そ の 後 . 培養液(IF)を
除き . 20pciの
3H- Uridin eで 1 8時間 ラ ベ ル し て , そ
の培養上清を超遠心分析し た . 対照で は . C 型 ウ ィ ル
スの 密度で あ る 1.16 附近に ピ ー ク が認 め ら れ る こ と
は前述し た通 り で あ る . 一 方 . 200u/ mLの IF処理 M C
細胞は , 図7 に 示す よう に . 放射活性の あ る密度1･16
の ウ ィ ル ス粒子を産生放出し な か っ た .
次に IFの 有効量 を み る ため , M C細胞( 継代35代
目) を ∴紆照(IF なし)∴及 び 6, 12. 25, 50 , 500u/ m£
のIF含有培養液で 18時間培養( 前処理) 後, 前実験
と同様に , 20FLCiO)
3
H- Uridin e含有培養液 で さ ら に
18時間 ラ ベ ル し た . そ の 上清 を庶糖密度勾配遠尤､法 に
ょ っ て 分析 した . 図 12 に 示す ごと く , 前処理 に使用す
図11. M C細胞内因性 C型 ウ イ ル ス の 抗原性
Ag : M C細胞産生 C型 ウ イ ル ス 粒子
R : 抗 ラ ウ シ ャ ー 白血病 ウ ィ ル ス 家兎血 清
M : 抗モ ロ ニ ー 白血柄 ウ ィ ル ス 家兎 血清
643
る IFの 量 が増加す る に 従い . 1 .16 附近の 放射活性 の
ピ ー ク が減少し た . 即ち , 細胞か ら の C 型 ウ ィ ル ス 粒
子の 産生が抑制さ れ て い る こ と が 解っ た . さ ら に . 継
代 40代目と 51代目 の M C細胞で 比較検討し た結果を
表3に ま と め た . こ れを み る と , い づ れの 代数 の 細胞
こ お い て も , IFの 量 が増加す る に つ れ て . ウ ィ ル ス産
生は明ら か に 抑制さ れ て い た . こ の 実験か ら , ウ ィ ル
ス産生を 50 %抑制す る に 必要なIF力価 は 6 ～ 12u/
mエで あ っ た .
Ⅸ . M C細胞内因性C 型ウ ィ ル ス 産生 に 対す る IF
抑制効果の持続性
IF は前述の ごとく M C細胞の MuL V産生 を抑制 す
るが . そ の 効果の 持続期間を知 る目的で 次の 実験 を行
な っ た . M C細胞を , 培養液 の み( 対照)と , 500u/ mL
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図 12. M C細胞の MuL V産生に 対す る イ ン タ ー フ
ェ ロ ン の 量 的効果
表 3 イン タ ー フ ェ ロ ン に よる C-ty Pe Pa rticle 産 什U)抑制
I Fu nits/ml
500 50 25 12 6 田 1. 5
Exp, 1
M C (35 )
100. 95.4 81. 4 70.0 60. 0
Exp . 2
M C (40)
76. 0 52.0 33. 0 19. 0 1. 2
Exp. 3
M C (51)
89.7 81. 4 61. 0 51. 9 41. 4




H･Uridin e(20LLCi)で ラ ベ ル し た . そ の 他 に . 1 8
時間IFで 前処理 した 細胞を , IF を除き洗浄 し て . さ
ら に 2d. 4 臥72時間そ れ ぞ れ に 培 養後 , 2地 ci の
3日 -
Uridin eを 加え 18時間 ラ ベ ル し･た , こ れ ら の 培養上清
を個々 に 集 め . 庶糖蜜度勾配遠JL､故 に て 分析 し た . 図
13に 示す よ う に , lF処理 後 t 直ち に
3
H -Uridin eを 加
15 1 5
図13. M C細胞 MuL V産生 に 対す るイ ン タ , フ ェ
ロ ン の 抑制効果の 持続
｡ 無処理 細胞
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F R A ⊂T 10 N NU 爪8 ER
図 1d. 細 胞内ウ ィ ル ス RN A合成 に 対 す る イ ン タ
ー フ ェ ロ ン の 影響
･ 無処理 M C細胞抽出液
J イ ン タ ー フ ェ ロ ン (2 .000u nits/ mL)処 理 M C
細胞抽出液
え た場合(Oh) に は . 前実験 の 結果 と同様 に 密度1.16
附 近 に 放 射活性 の ピ ー ク は 全 く 認 め ら れ な か っ
た . 1F を除き 24時間培養す る と (24h), すで に 密度
1.16 附近 に 放射活性が あり , ウ ィ ル ス 粒子 の 産生が認
め られ た . さ ら に Ⅳ 処理 後72時間培養を行な っ た場
合( 72h) で は , 全く対照と 同 じ レ ベ ル に ま で ウ ィ ル ス
粒子の 産生が回復し て い た . こ の 結果か ら . IFによ っ
て M C細胞が 産生 す る ウ ィ ル ス粒子を 長期間抑制する
ため に は , 培養液中に IF が持続的 に 存在し て い る必要
が あ っ た .
X. M C細胞 内因性 C型ウ ィ ル ス R N A の細胞内合
成及 びそ の 逆 転写酵素活性 に対する IF の影響
IF処理 細胞 内 に お け る ウ ィ ル ス R N A合成を知るた
め に . 無処理 細胞 を対照に , 処理 細胞抽出液に つ き図
1dの 実験 を 行な っ た . そ の 結 果, 2.000u /`山 の IFで
18時間処理 す る こ と に より ∴ 密度1.16附 近の ウ ィ ル
ス R N Aに 最 も関連 あ る分画 へ の 放射活性 の と り こ み
は 抑制さ れ た . こ の こ と は . 1Fに よ る ウ ィ ル ス の 新た
な M C細胞内合成抑制 を意味L て い る と 思われ る .
同時に , IF処理 細胞抽出 ウ ィ ル ス の 逆 転写 酵素活
性 に つ い て 調 べ た . 図 15に 示す よ う に . IF処理 を行
な っ て も . M C細胞抽出の 密度1.16附近 に 逆転写酵
素活性の ピ ー ク が 認 め ら れ た . こ の 酵素活性は , 対照
(汀 無処 理 M C細胞抽出液)と比較 して も全く差異が
認 め ら れ なか っ た . こ れ ら の 結果か ら , IF処理 に よ っ























































図 15. イ ン タ ー フ ェ ロ ン 処理 細胞内の 適虹 写酵素
癌性
･ 無処理 M C細胞抽出液
D イ ン タ M フ ェ ロ ン (2 .000u nits/ mL) 処理 M C細
胞抽出液
マ ウ ス 内因性 C型 ウイ ル ス へ の イ ン タ ー フ ェ ロ ン作用 645
清へ の 放出(細胞外) も抑制さ れ て い るが . 王F処理以
前に 合成さ れて い る 細胞内に 存在し . こ の 酵素活性 を
有す る ウ ィ ル ス 粒子 に は全く 影響し な か っ た こ と を 示
して い る .
XI. IF 処 理M C細胞の ⅩC-teSt
IF処理 M C細胞と X C細胞と の 混合培 養 を行 な っ
図16. M C細胞 の 走 査電 子 顕 微 鏡 写 員 (※
10.000 )
図17. M C細胞表面 の ウ ィ ル ス 粒子 に 対す る イ ン タ
ー フ ェ ロ ン 影響
a . 無処 理 MC 細胞 (× 10.000 )
b, イ ン タ ー フ ェ ロ ン 処理 MC 細胞 (× 10,0(_)0 )
た ･ 1 ･000u/ m∠の IF を加 え て M C細 胞 を , 7 日
臥 14 日間 ( 7 日目 に 継代培養)そ れ ぞれ 培養し た .
対照 は培養液の み で 培養し た . X C細胞 を加え 混合培
養 した結 果 . M C細胞 を1.000u/ mLの IFで 14 日間 処
理 した場合も X C細胞の 多核巨細胞の 形成は阻止で き
なか っ た ･ こ の 点に つ い て は考察の 項で 特に ふ れ た い
ⅩⅢ . M C細胞の 走 査電子顕微鏡 写 真
前実験 に 示 した ごと く . 混合培養に よ る X C細胞 の
多核巨細胞形成がIFの 長期 ( 7～ 14 日) 処理 に よ っ
て も 阻止す る こ と か で き な い と い う結果か ら , M C細
胞 の 表面の 状態を 走査電子顕微鏡 に よ っ て 観察 し た (
艮= 6 ).
M C細胞 を1.000u /･′ mIの IFを 加え 培養 を行 い . 4
日日に 1,000u′ノ mJの IF を 含む 培養液 に 交換 L , さ ら
に 7 日削 こ同じ単位 の IFを含む培養液で 継代培養 を
行な っ て , 10 日目 に 固定 し た . 対照と し て IF を含 ま
ぬ 培養液 で 同様に 培養し た もの を用 い た . 陳= 7に 示す
よ う に . 対照 と比較 して も . IF処理 細胞に 認 め ら れ る
ウ ィ ル ス 粒子の 数 に 著明な差異は なか っ た .
考 察
in vitr oに お ける 細胞 の tr a n sfo r m atio n は . ウ ィ
ル ス 細 の み な らず 化学発癌剤351, 放射線3釘な ど に よ っ
て 起 るが , 低率 なが ら自然に 起る こ と も 知 ら れ て い
る3
7)
. 我々 の 樹立化L た M C細胞 の tr a n sfo l･ m atio n
に つ い て , in viv o. in viLr o で 検 討 L た とこ
ろ , tl
'
a n Sr〔)r nl atio nの 指標と な る同系動物 へ の 移 植
に よ る腫瘍形成. 軟寒天内で の コ ロ ニ ー 形成 , お よ び
染色体の 異数性か 認 めら れた . 特 に が ん 化の 原因 と な
っ た age nt は実験過 程で 見当ら ず . 我 ケ の 場合は細胞
継代 の 過 程で . ウ ィ ル ス の 感染や化学 発癌剤以 外の .
自然か ん 化し た もの と考え ら れ た .
さ らに . M C細胞 は培 養上浦中に C 型 ウ ィ ル ス 粒 子
を自発的に 産生す る よ う に な っ たか , こ れ に つ い て は .
株化細胞樹立化過程で の 外囲惟の C 型ウ ィ ル ス に よ
る汚染を 考慮 L なけ れ ば なら な い . し か L . 我々 の 実
験 室 に お い て 以 前 に Mu い ′
7
を 使日-まし. た経 験 は 全く な
か っ た , ま た . F M l~〈 ケ ル 】ブ の ウ ィ ル ス と 抗原性は似
て い る が . 日 脚 和 こ産生さ れた こ の ウ ィ ル ス は〔】直 系
マ ウ ス に 腫瘍原性か な か っ た . ま た . (】1巾
∨ 系 M Eの 継
代歴 数代ま で は , 31 トUri(li‖U で 測定す る限 り ウ ィ ル
ス 粒子は 検 出さ れ す ∴継代を 重ねる に つ れて ウ ィ ル ス
粒子 の 産生が 高ま り , 2()代以 降は 高い レ ベ ル の 産 生
が持続L た. 以 上の こと か ら . こ の ウ ィ ル ス 粒子 ほ M C
細胞か ら自発的 に 産生さ れる 内因性 C 型 ウ ィ ル ス で
あ ると 考え た .
646
ど の よう な機構 に よ っ て . M C細胞が 自発的 に ウ ィ
ル ス を産生す る よう に な っ た か は 現在明 ら か で は な
い . しか し , Aa r o n s o nら
38Jに よ る と , B A L B/C ME
が自発的 に M uL Vを 産生す る に 至る 要因 の 一 つ と し
て , 高い 細胞密度 で の 継代培養が考え ら れ て い る .
次 い で , 電子顕微鏡 に よる C 型 ウ ィ ル ス の 形態学的
確認 と と も に . こ の ウ ィ ル ス の 持 っ 逆 転 写酵素活性が
明ら か に さ れ た . こ の 活性 は 45分ま で 直線的に 上昇 し
た が . そ の 後 . 活性 は多く の 場合急激に 低下し た . そ
の 原因は こ の ウ ィ ル ス粒子内に あ る D NA 分解酵 素 に
よる と さ れ て い る が
39】
, 我 々 の 場合4 8Iもそ の 可能 性 が
強 い と 思わ れ る .
ま た , 自 発的産生 ウ ィ ル ス の 性状 お よ び感染性に つ
い て 調 べ る と , X C･te St の結 果, そ れ は N-tr Opic
MuL Vで あ る こ とが 判明し た .
一 般 に IF は蛋白質で あ ろう と 予想さ れ なが ら ,完全
に 精製さ れ て い な い と い う事情か ら 決定的 な解答 は得
ら れ て い ない . しか し . 代謝阻害剤を用 い た間接的な
証 明, 例え ば , ウ ィ ル スや 核酸誘発IF は. ア ク チ ノ マ
イ シ ン D
4 t】42】や . ビ ュ ー ロ マ イ シ ン
43 仰
に よ り産生 が
阻害さ れ る こ と は , mR N Aの 翻訳を 通じ て 合 成 さ れ
る 蛋白質で あ る こ と を示 し て い る . さ ら に , 最近 に な
っ て IF産生 の た め の m R N Aに 関す る 成果が得ら れ .
無細胞系でIF が合成さ れ る に 至 っ て い る . I F産 生誘
発細胞か ら R N A を抽出し , こ れ を無細胞蛋白合成系
に 加え る とIFが 合成さ れ . ウ ィ ル ス増殖抑制作用 が認
め られ る と と も に . そ れ は種特異性 を示 し , 同時に ,
抗 膵 抗体に よ っ て ,完全に 失 活し た . こ れ ら より , 合成
さ れ た蛋白は生物学的活性 を持 っ たIFで あ る こ と が
証 明さ れ た4引46). その 後 , ヒ トIFの m R N A をア フ リ カ
ツ メ ガ ェ ル の 卵母細胞に 注入す る こ と に よ っ て . 無細
胞系よ りも効率よく m R N Aの 翻訳 を 行わ せ , ヒ トIF
の 産生 がみ られ て い る 川 . こ の IF は, 1m g の 蛋 白 量
当り t lO9 単位に ま で 精製が 現在進 ん で , ア フ ィ ニ チ
イ ･ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ や デ ィ ス ク 電気泳動 に よ っ て 分
離さ れ る マ ウ ス IF活性 は単 一 で な く . そ の 分子 の 多型
性が考え ら れ . 分子 量約22.000 と約35,000の も の の
存在が 示さ れ て い る48l. ま た . ヒ トIF はヒ ト線維芽細
胞 と と 卜 ･ リ ン パ 球産生 で 分子量が異な り . 前者 の そ
れ は約20,000, 後者の もの は約 15,000と 約21,000 と
い われ て い る
49抑
. さ ら に , こ の こ と は V i ほek ら51厄
よ っ て , ツ メ ガェ ル の 卵母細胞 に そ れぞ れ の m R N A
を翻訳 さ せ , 産生さ れ た IFに よ っ て 確め られ た .
1Fに よ る抗 ウ ィ ル ス作 用の 発現 の 機作 は . IFに よ
っ て 感 作 さ れ た 細胞 は 新 し い 蛋 白 質 (Antivir al
protein ,A V P) を合成し . こ の 蛋白が細胞の リ ボ ゾ ー
ム と結合 し ウ ィ ル ス Ⅰ℃ R N A を選択的 に 識別 し て , ウ
ィ ル ス の 蛋白合成 を阻 害 (翻訳阻害) し て い ると考え
ら れ る52l.
一 般に か か るIFは正常細胞の 分裂又は生理機能 に
対し て . 全く 影響 し な い と 考え ら れ て き た が , ウ ィ ル
ス増 殖抑制作用以外 の 多面的な生物活性(IF 産生の促
進(Priming)
53醐
, 細胞増殖阻害作用2 4卜2 6＼ 腫瘍 ウ ィ
ル ス 持続 感染細胞 に 対す る作用等
- 8卜551)に 関する 報告
が最近多く な っ て き た . 中で も 巨 細胞増殖阻害作用に
つ い て は , そ の 活性 を現 わすた め には ウ ィ ル ス増殖抑
制作用の 数百倍 も の IF が持続的 に作用する必要上,か
か る作用 は 汀 標品申の 爽雑物の 影響 と考え ら れた . し
か L , Gr es ser ら引
～71の 行な っ た 一 連の 実験 に よると ,
部分精製 マ ウ スIFは , L 細胞 , し1210細胞 や マ ウ ス
正常二倍体細胞に ま で 影響 を与え , そ の 作用 に種特異
性が あり . 物理 化学的性質も ウ ィ ル ス増 殖抑制活性と
同 じで あ っ た . さ ら に , ウ ィ ル ス 増殖抑制作用 に抵抗
性を もつ し1 210R 細胞 を用 い た 実験 に お い て . IF は
こ の 細胞の 増殖を 阻 害で き なか っ た5引 . こ の よ う に ウ
ィ ル ス増殖抑制作用 と こ れ以外の 作用もIF その も の
に よ っ て い ると 考え ら れ る .
IFの ウ ィ ル ス 増殖抑制作用 の 機作に つ い て は 前述
の ご とく 明確で ある が , 腫瘍 ウ ィ ル ス に対する機作は
若干異 な っ て い る . 著者も M C細胞の 内因性 MuL V に
対す るIFの 効果に つ い て 検討 した と こ ろ ,継代歴の 異
な っ た細胞 で も , IFの 畳が増加す る に つ れ て ウ ィ ル
ス産生 は抑制さ れ . 500u/ mlの IF によっ て 完全 に 抑
制さ れ た ∴肝 効果の 持続性 に つ い 七 は , 500u/ mlの
IFで M C細胞処理後 , IFを除く と 一 時的 に はウ ィ ル
ス産生は全く抑制さ れ るが , か な り早 い 時期に回復し
た . MuL V持繚感染細掛こお け るIFの ウ ィ ル ス 産生
の 一 時的抑制 と い う 報告(Billia u ら16l, Friedm an
ら
57朋l)と符合 して , 内因性ウ ィ ル ス の 自発的産生 M C
細胞系の 場合 も , IFの 継続的存在が ウ ィ ル ス 産 生 の
持続的抑制 に 必要 で あ っ た . こ の よう に , MuL V産生
に 対す るIF の 効果 は内因性 ウ ィ ル ス と外因性 ウ ィ ル
ス と の 間に 差異 は な い よう であ る . さ ら に , 細胞内 ウ
ィ ル ス 合成 お よ び細胞内 ウ ィ ル ス粒子 の 逆転写酵素に
対する IF効果を み ると ,細胞 内 ウ ィ ル ス合成を 阻害し
た が . 細胞 内 ウ ィ ル ス 粒子の 逆転写酵素活性 に 対して
は 全く 影響 し なか っ た . こ れ は , 内因性 MuL V産生は
IF に よっ て 抑制さ れ るが , すで に合成 され た ウ ィ ル ス
は活性の あ る状態 で 細胞 に 留ま っ て い るが 放 と考えら
れ る .
IF処理 細胞内既存 ウ ィ ル ス が活性 を 持 っ て い る も
う 一 つ の 証拠 と し て . X C細胞と の 混合培養 に よ る多
マ ウス 内因性 C型ウイ ル ス へ の イ ン タ ー フ ェ ロ ソ作 用
核巨細胞 の 形成 は IFに よ っ て 阻 止 で き な か っ
た , MuL V感染細胞と X C細胞 との 混合培養に よる 融
合の 機構に つ い て は不 明で あ るが . 前述の ごとく IF処
理以前に すで に 合成 さ れ た ウ ィ ル ス 粒子 は細胞内又 は
細胞表面に 活性を持 っ た状態で 留ま っ て い る の で あ ろ
う. こ の こ と は , 形態学的 に走査電子顕微鏡に よ っ て
も, 膵 処理 M C細胞 と対照 M C細胞の 表面 の ウ ィ ル
ス粒子の 数 に 差 異 の な か っ た こ と か ら , 推定 で き
た. Bi11iau ら
59)
, Cha ng ら
60)は , IF処理 に よ っ て
細胞表面か らの M uL Vの 放出が 抑制さ れた 結果 . 細胞
表面に MuL V粒子が異常に 増加し たと 報告 し て い る
が, こ の 点 は著者の 結果と異 な っ て い る .
ま た . Friedm a nら
58J
は . A K Rウ ィ ル ス の 持続感
染細胞を IF処理する と 培養上宿中 へ の ウ ィ ル ス の 産
生と逆転写酵素活性は減少 する が . 細胞 内に は MuL V
の構造蛋白で あ る P30(gro up-Spe cific a ntigen, gS
抗原) の 蓄積が認 め られ , 細胞内酵素活性 に は変化が
ない こと をみ て い る . さ ら に , IF は内因性 MuL V を
もつ Balb, A K R細胞の Id Uに よる ウ ィ ル ス の 誘 発 を
抑制する こ と が知 られ て い る8 u. 一 方 , W u , A.M ら19J
に よる と , B A L B細胞 と tra n sfo r m ed n o npr o,
du c e rK-B A L B細胞 に お い て , Id Uで 誘 発さ れ る
Xe n otr opic MuL V はIF処理 に よ っ て 産生 が抑制 さ
れるが , 細胞内の gs 抗原の レ ベ ル は上昇す る 結果 が
示さ れた . ま た, Pitha P.M . らl引は , 精製 マ ウ スIFを
用 い て . A K R細胞 ク ロ ー ン 株に お け る A K R･MuL V
の 複製 , 外因性 ウ ィ ル ス の 複製. Id Uに よ る 内因性 ウ
ィ ル ス の 活性化 , 持続 感染細胞 の ウ ィ ル ス産生 に つ い
て , IF は それ ぞ れの ウ ィ ル ス の 複製 . 活性化, ウ ィ ル
ス産生の 抑制を み た , し か し , 細胞内の gs 抗原 の 合成
は抑制さ れ なか っ た . こ れ は組込 まれ た ウ ィ ル ス の 少
なくと も 一 つ の 蛋白が , 一 部表現さ れ て い る こ と を示
して い る と思わ れ る . さ ら に , W o ng ら621は . IF処理
A K R,C
+ 細 胞 と Molo n ey MuL V, tS3 変 鬼株感染
T B細胞を n o n-pe r mis sive な温度(39
0
c)で 培養し .
両船胸裏面に 出芽し て い る ウ ィ ル ス粒子の 蓄積を見出
した . こ れ は ウ ィ ル ス 感熱過 程が , 1Fの 作 用 ま た は
ts3変異に よ っ て 阻 害さ れ て い る こ と を示唆す る も の
で あ ると 報告 して い る .
著者が こ こ に 示し た 悪性が ん 化マ ウ ス細胞か ら自発
的に産生さ れ る内因性 MuL Vに 対す る1Fの 効果 は ,
腫瘍 ウ ィ ル ス に 対す る IFの 作用に 関 す る多 く の 報告
と同様 に , ウ ィ ル ス 粒子の a ss e mbly の 段階と細胞か
ら ウ ィ ル ス 粒子 を放出する段階が阻害 さ れて い る も の
と考え られ た .
MuL Vに 対す るIFの 確か な作用機序 に つ い て は 今
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後の 結果を待た な けれ ば な らな い が . 腫瘍 ウ ィ ル ス以
外の … 般 ウ ィ ル ス に 対す る作用磯序に 加え て , 宿主細
胞の 生理 的機能 に も働い て , ウ ィ ル ス産生の 抑制 を来
たす も の で は な か ろう かと 思わ れ る .
要 約
d dy 系 マ ウ ス胎児細胞 を最期に わた り継代培養し ,
自然がん 化マ ウ ス肉腫細胞(M C) を得た . そ の が ん化




寒天培地 に お け る約 40% の 細胞の コ ロ ニ ー 形 成 能 で
確め ら れ た . こ の 細胞の C 型ウ ィ ル ス 粒子産生は電子
顕微鏡 , 3 H-Uridin eの と り込み の 実験に よ っ て 証 明
さ れ た . さ らに , 密度1.16附近の 産生 ウ ィ ル ス 粒子内
に は逆転写酵素が存在し , X C-teSt の結果, こ の ウ ィ
ル ス は N-tr Opic MuL Vで あ っ た . M C細胞 の 単層培
養で の 増殖 , お よ び軟寒天培地内の コ ロ ニ ー 形成 はIF
に よ っ て 抑制さ れ , コ ロ ニ ー 形成を 50% 抑制す る に は
約1,000uノ mエの IFが必要で あ っ た . IFに よ る ウ ィ ル
ス粒子産生抑制効果は , 3H･Uridin eと り こ み 阻 害 で
調 べ る と , 6 ～ 12u/ 雨で 50 %抑制を示 し た . 500u/
mエの IFで 処理 し た M C細胞は培養液中に ウ ィ ル ス 粒
子 を全く放出しな か っ たが , 細胞内 ウ ィ ル ス 粒子 の 逆
転写酵素活性 に 変化は認 めら れ なか っ た . し か し , 細
胞 内で の 新 た な ウ ィ ル ス粒子の 合成 は抑制 さ れ て い
た . 走査電子顕微鏡に よ る ウ ィ ル ス 粒子 の 観察 に よ っ
て も , IF処理細胞表面粒子の 数 は対照 と差異 は認 め
ら れ なか っ た .
以 上の 結果 より , IF は自発的に 産生 し て い る ウ ィ
ル ス 粒子を細胞内 に 活性 の あ る状態で 留 めて , 細胞外
へ 放 出す る段階に 作用し て 新た な産生(合成) を抑制
し て い る と考 え られ る .
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A bs t r a ct
Acelllin e(M C)w as established fr o mthe embryo nic cellcultureofaddy strain m o u se,
which w as show n to be tr an sfo r m ed in vitro a nd to for m fibros ar c om a in s uckling
mic e of the s a m e strain by in o c ulating the c ells s ubc ultivated o ve r 20 tim e s･ The
tr an sfo rm atio n ofthe c e11s w as als opr o v ed byt he techniqu e ofcolo ny fo r matio nin the
softagar m ediu m a nd bythe obse r v atio n ofaber a nt m orpholo g y ofchro rn OSO me･
Ex amin atio n of the c e11s by ele ctro n micr os cop y a nd e xperim ents of
3H･ u ridine
inc orpo ratio ninto the pa rticleshaving l･16 specific gravity in the s u c r os ede nsity
gradie nt centrifugatio n of t he c ell c ultu re m edia clea rly indicat ed spontane o us
pr oduction of C-ty pe Vir u spa rticlesfr o mthe c ells･ T his en doge no u sC-ty Pe Particle
w aside ntifiedto be aN-tr OPic m urinele uke mia vir usby XC te st a nd im m unodiffusion
technique.
Examining the effect of interfero n on t his M C c ell a nd its e ndoge no u s virus
productio n,t he follo wing r es ults w er eobtained.
Multiplicatio n ofthe cells both in m onolayer cultu re sand in the soft aga r media
w asinhibited by the interfe r o nprepared in L cell･N D Vs ystem and partially pu rified■ In
the s oft aga r m ediu m, inte rfe r o n c o n ce ntr atio nto inhibitcolon y fo r matio nby 50% w as
abo utl,0 00u nits/mL. T he spo nta n e o us vir u spr odu ctio nin the cells w a sinhibited by
theinte rfe r on pr epar ation depending o n their con c entration s･ A m ou nts of interfero n
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n eces s aryfor50%inhibitio n of3H- u ridin ein c o rpo ratio n w e r e abo ut lO u nity/mL.
Tr eatm e nt ofthe c ells with inte rfer o n of 50 0u nits/mL fo r 18 hr re s ulted in a
CO mplete redu ctio nin the viluspr oductio n, but the a ntivir al effect d is ap pe ared rapidly
W he ninterfe r o nw a s r e m o v ed fr o m c ultu red m edium . In 72 hr afterthe re m o v al of
interfe r on, pr Oductio n ofthe vir u s w as r esto r edto the n o r m alle v el.
Altho ughthe 3H- u ridin ein c orpo ratio ninto t he intr ace11ula rparticle w a s affected
by inte rfer o ntr eatm ent, its re v e rsetr a ns criptas e activity w as n ot at all. e v e nif with
inte rfe r o n up to 2,00 0u nits/mL. Fu rthe rm o r e, the syn cytiu m fo r m atio nin the mix_
Culture ofthe c ella nd X Cc ellw as sho wn n ot to be inhibited by interfero n. Sc a n ni g
electr o n mic r os c op yof M Ccells r ev e aled that pa rticles ass o ciated to the cells ur cace
W e reObs er ved equ ally in inte rfer o n-tr e ated c e11s asw ellasin n orm al c ells.
T hes e r es ults str ongly s ug ge st that the intra cellula r vir u s pa rticles of the
inte rfe r o n-tr e ated M Ccells e xist as a for m of biologically a ctive state, a nd that
inte rfe r o ninhibits the r ele as e of vir usfr o mthe c ellin o u r sy te m.
